Clock gene mouse Period2 overexpression inhibits growth of human pancreatic cancer cells and has synergic effect with cisplatin(時計遺伝子mouse Period2の過剰発現はヒト膵癌細胞に増殖抑制効果を示し、シスプラチンへの感受性を増強させる) by 小田 聡
Clock gene mouse Period2 overexpression
inhibits growth of human pancreatic cancer









学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位 授与 年月 日
学 位 授 与 の条件
研 究 科 専 攻
学 位 論 文 題 目





学 位 規 則 第4条 第1項 該 当
東 北 大 学 大 学 院 医 学 系 研 究 科




(時計 遺 伝 子mousePeriod2の過 剰 発 現 は ヒ
ト膵 癌 細 胞 に増 殖 抑 制 効 果 を示 し,シ ス プ ラチ
ンへ の感 受性 を増 強 させ る)
論 文 審 査 委 員
(主 査)
教授 海 野 倫 明
教授 安 井 明
教授 中 山 啓 子
一149一
論 文 内 容 要 旨
【背 景 】
サーカデ ィア ンリズムとは地球上 に生存す る生物 に普遍的 に見 られる生命活動 であ り,ほ 乳類
において も,さ ま ざまな行動 お よび生理現象 に,約24時 間周期 の リズムが存在 す ることは広 く
知 られ てい る。 この 日内 リズムは時計遺伝子がつか さどる時間機構 によ って生 み出 され てお り,
時計遺伝子 は リズムの中枢 である脳 内の視交叉上 核か ら末梢 の組織,細 胞の一つ一つ において も
発現 して いる。
近 年,時 計機 構 の最 も強力 な制御 因子 のひ とつ であ る時計遺 伝子Periodgeneにつ いて,日
内 リズ ムだ けでな く細 胞分裂 か ら細胞死,癌 化 な どに も深 く関 わ るこ とがわか って きて お り,
Periodgeneの癌抑制的機能の解 明が注 目され てい る。
【目 的 】
本研究 で は,MousePeriod2(mPer2)のヒ ト膵癌細胞 への増殖抑制 効果 を検討 し,そ の機
序 につ いて も解 明す る。 さらに ヒ ト膵癌細胞へ のmPer2過剰発 現が抗癌剤 シス プラチ ンの効果
を増強 す るか を検討 す る。
【方 法 】
組 み換 え アデ ノウ ィル スベ クターを用 いてmPer2をヒ ト膵 癌細胞株 に過剰 発現 させ た。 増殖
抑制効果 をMTSア ッセイにて検討 し,さ らにアポ トー シスア ッセイにて細胞障害 の内容 を検討,
cellcycleassayにてmPer2が細胞周期 にお よぼす影響 を検討 した。 またmPer2発現 によ って
アポ トー シス関連 蛋 白や細胞周 期関連蛋 白が どのよ うに変動 す るか,Westernblottにて検討 し
た。 さ らにmPer2の発現が抗癌剤 シスプラチ ンへの感受性 を変容 させ るか を,併 用療法 の腫瘍
抑制効果 よ り検討 した。
【結 果 と 考 察 】
まず,mPer2の過剰発現 によって ヒ ト時計遺 伝子Bmal1やClockの発現 が上昇す るこ とを確
認 し,rnPer2がヒ ト細胞 にお いて もhPer2と相 同な機能 を果た し得 る と考 え られ た。次 に ヒ ト
膵 癌細 胞株Aspc1およびPanc1において,mPer2アデ ノウ ィル スベ クター はコ ン トロールベ
クター に比べ て33倍～37倍の有意 な(P<0.01)増殖抑制効果 を示 した。 さ らに種 々のア ポ トー
シス ア ッセイ によってmPer2アデノ ウィルスベ クターが コ ン トロールベ クター に比べ て有意 に
(P<0.01)アポ トー シスを誘導 す ることを示 した。 またcellcycleassayにおいて は,mPer2
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過 剰発現 が細 胞周期停止(G2/M期 停止)を 誘導す る ことを示 した。WesternBlottによ って
ア ポ トー シスがBcl-X]Lの発現 低下,Baxの発現上昇 によ って引き起 こされ ている ことが示唆 さ
れ た。 また細胞 周期停止 はCdc2やcyclinBの発現低下 に関係 してい ることを確 認 した。mPer2
アデ ノウ ィル スベ クター感染 によ ってCde2キナーゼ活性 も有意 に低下(P<0.05)してい るこ
とか ら,Mitosis障害が引 き起 こされ ると考 え られ た。
さらに アデノ ウィルスベ クターmPer2が用量依存 的にAspc1細胞 の抗癌剤 シスプ ラチ ン感受
性 を 有 意 に(P<0.01)増強 して い る こ と をMTSassayに よ って 示 し,Isobolographic
analysisによ ってその相乗効果を示 した。
【結 論 】
mousePeriod2の過剰 発現 は ヒ ト膵癌細胞 において,ア ポ トー シスや細胞 周期停止(有 糸分
裂 障害)を 主体 と した増殖抑制効果 を示 した。MousePeriod2およびhumanPeriod2の構造
的,機 能 的相 同性 を考 慮す ると,hPer2の過剰発現 にお いて も同様 の効 果が得 られ ると推側 さ
れ た。 ま たmPer2の過剰発 現 に よって アポ トー シス制 御分 子Bcl-XLの発現 低下 が見 られ,
Bcl-XLがシスプラチ ンを始 めとす る抗癌剤 の感受性 に関 わることか ら,ア デノウィル スベ クター
mPer2とシスプ ラチ ンの相 乗効果が説明可能 であ る。癌 細胞 にお いて はBcl-XLのリズム形成
は見 られず,正 常 細胞において はBcl-XLのリズム形成 が見 られ る とい うギ ャ ップが存在す るこ
とか ら,humanPer2のサー カディア ンリズムに合わせ た抗癌剤 投与 タイ ミングの決定 は癌宿
主 の抗癌剤torelanceを上 げるという面 で,結 果的 に抗癌剤 効果を上 げて いる可能性 が ある と考
察 した。Per2あるい はBcl-XLの発現 レベル の振 幅に応 じた時計遺伝子 制御癌 化学療法 への発
展 の可能 性 が示 唆 された。
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審 査 結 果 の 要 旨
地球上 に生 存 す る生物 の生命活動 には24時間周 期の概 日リズムが存在す る。概 日リズムは時
計 遺伝子 がつ か さどる時間機構によって生 み出 されてお り,時 計遺 伝子 は リズムの 中枢で ある脳
内の視交叉上 核か ら末梢 の組織,細 胞の一 つ一 つ において も発現 してい る。
近 年,時 計機構 の最 も強力 な制御 因子 のひ とつ であ る時計遺伝子Periodgeneにつ いて,日
内 リズム だ けでな く細胞分裂 か ら細胞死,癌 化 な どに も深 く関 わる ことが わか ってきてお り,
Periodgeneの癌 抑制的機能の解明が注 目されて いる。
本論 文 で は,組 み換えアデ ノウ ィル スベクター を用 いてマ ウスのPeriodgeneであ るmouse
Per2をヒ ト膵癌細 胞株 に過剰発現 させ,ヒ ト膵癌細 胞への増殖抑制効 果 を証 明 した。 さ らにヒ
ト膵癌 細胞へ のmPer2過剰発現 が抗癌剤 シス プラチ ンの感受性 を増 強す るこ とを明 らか に して
い る。
これ まで,ヒ ト癌細胞 にマウス時計遺 伝子 を強制発現 させて抗腫瘍効果 を検 討 した研究 はなく,
また抗癌 剤 の感受性 が時計遺伝子 によ って影 響 を うけて い る可 能性 につ いてPeriodgene強制
発現 と抗 癌剤 との相乗効果を検討 した研究 はな く,本 論文 は極 めて独創 的で あ る。
また本論 文 はPeriodgeneの腫瘍増殖抑制 効果 の分子 機序 につい て,mousePer2強制発現
が アポ トー シス遺伝 子Baxの 上昇お よび反 アポ トー シス遺伝子Bcl-Xの低下 を引 き起 こ してい
るこ とを示 して い る。BaxおよびBcl-Xのプ ロモ ーター領域 に存在 す るE-boxにPeriodgene
が結合 す る ことで,細 胞周期の停止や アポ トー シスを制御 して いる可能性 が示唆 された。
さ らにBc1-Xの低 下 は抗癌剤 シスプラチ ンへの耐性 を減少 させ,感 受性 を上 げ ることが報告
され てい るため,Periodgeneの強制発現が シスプラチ ンの感受性 を増 強 させた結果 が説 明で き
た。 時計遺 伝子 の制 御は抗癌剤治療 において重要 な位置 を 占め る可 能性が あ り,臨 床応用 が期待
され る。
以上 の よ うに,本 論文 は新規知見 に富み,そ の論 旨も論理的 ・科学 的で あ り,東 北大学大学院
医学博士 の学位論 文 として値す るものであ る。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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